
Plant  and Soil XXVII,  no. 2 October 1967 

S H O R T  C O M M U N I C A T I O N  

Isol ierung und Zählung von Bodenact inomyceten auf 
Erdplatten mit  Membranfi l tern 

(With ~ summary) 

Seit der Entdeckung der Antibioticabildung durch Actinomyceten sind 
zahlreiche Verfahren für ihre Anreicherung und Isolierung beschrieben wor- 
den 4. Eine Anreicherung wird häufig durch die Zugabe selektiv wirkender 
Stoffe zum Boden, die Schaffung besonders günstiger ökologischer Bedingun- 
gell oder den Zusatz von Substanzen, die auf andere Organismen hemmend 
wirken, vorgenommen. Wenn Inhibitoren verwendet werden, besteht jedoch 
die Möglichkeit, daß ebenfalls bestimmte empfindliche Actinomyceten i m  
Wachstum beeinträchtigt werden. Deshalb wäre ein Verfahren anzustreben, 
das eine einfache räumliche Abtrennung der Actinomyceten von anderen Or- 
ganismen bewirkt, ohne zunächst durch zu spezifische Ernährungs- und Um- 
weltbedingungen das Mikroorganismenspektrum einzuengen. In  einer frühe- 
ren Arbeit » wurde bereits festgestellt, daß ein Teil der Bodenactinomyceten 
Membranfilter von bestimmter Porenweite innerhalb von 6 Tagen makrosko- 
pisch sichtbar durchwächst, während gleichzeitig anwesende Bakterien zu- 
rückgehalten werden. An diese Beobachtung knüpfen die nachfolgend be- 
schriebenen Untersuchungen an. 

~~/Iethodik 

Die Zählung und Isolierung der Actinomyceten erfolgte nach vorheriger 
Verdünnung der Bodenprobe in sterilem aqua dest. Für den verwendeten 
humosen Sandboden erwies sich die Verdünnungsstufe 1:10 -5 als geeignet. Von 
dieser Verdünnung wurden je 1 ml durch sterile Membranfilter von 50 mm 
Durchmesser und 0,3 ~ ik ron  mittlerer Porenweite filtriert und die Filter ver- 
schiedenen Actinomycetennährböden zur Bebrütung aufgelegt. Daneben sind 
von der gleichen Bodenverdünnung Zählungen nach dem Plattengußverfah- 
ren vorgenommen worden. Die verwendeten ähnlich zusammengesetzten 
Medien haben folgende Zusammensetzung, (Sehe Seite 286). 

Zum Teil wurde diesen Substraten noch 10~o Komposterde zugesetzt. Das 
erdhaltige Substrat mußte vor dem Ausgießen in Petrischalen kräftig ge- 
schüttelt werden, um eine gleichmäßige Verteilung der Erdpartikel zu er- 
reichen. Weitere Angaben über solche 'Erdplat ten '  finden sich an anderer 
Steile õ. Für das Plattengußverfahren kamen die 3/fedien stets ohne Erdzu- 
satz zur Anwendung. Alle Bestimmungen der Actinomycetenzahl erfolgten 
mit je 5 Parallelen. 
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Substmt I 

KNOa 1 g 
K2HPO4 0,5 g 
• ~VIgSO4.7 H 2 0  1 g 
NaCI 0,5 g 
FeSO4.7  H 2 0  0,018 g 
Stärke 20 g 
Agar  15 g 
aqua  dest. 1 1 

Ergebnisse 

Substrat I I  

KNO3 2 g 
142HPO4 2 g 
MgSO4" 7 H 2 0  0,05 g 
NaC1 2 g 
FeSO4.7  H 2 0  0,01 g 
Stärke 10 g 
Casein 0,3 g 
Agar  15 g 
aqua  dest. 1 1 

Z ä h l u n g  u n d  I s o l i e r u n g  v o n  A c t i n o m y c e t e n .  Die Häl f te  der ~Iem- 
branfi l ter  wurde  dem Nährboden  'normal '  aufgelegt,  so daß die sterile Seite 
des Fi l ters  das Subs t ra t  berührte .  Die anderen 1Kembranfilter wurden  'umge-  
kehr t '  aufgelegt, wobei die organismenbesetz te  Seite dem Subs t ra t  zugewandt  
war. I m  ersten Fal l  wuchsen neben Ac t inomyce ten  zahlreiche Bakter ien-  
kolonien auf der Fi l teroberfläche,  während  bei den umgekehr t  aufgelegten 

Abb. 1. Obere Reihe links : Membranf i l ter  umgekehr t  auf Subs t ra t  I + Erde  
aufgelegt. Es  sind nur  &ct inomyceten  gewachsen. 21/litte: 1Kem- 
branfi l ter  normal  auf Subs t ra t  I + Erde  aufgelegt. Neben &cti- 
nomyce ten  haben sich noch zahlreiche Bakterien]kolonien ent-  
wickelt .  Rechts: Pla t t enguß  mi t  Subs t ra t  I. Es  ist  schlecht  zwi- 
schen ActinomyceteI1 und Bakter ien  zu unterscheiden.  

Untere Reihe, ebenso mi t  Subs t ra t  I I .  
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Membranfiltern sich zunächst alle Kolonien zwischen Filter und Substrat ent- 
wickelten. Erst  im weiteren Verlauf des Wachstums durchdrangen die Actino- 
myceten allmählich das Filter und bildeten auf der sterilen substratabge- 
wandten Seite neue Kolonien. Die Bakterien wurde durch das Membranfilter 
zurückgehalten, so daß die Actinomyceten vollständig von den Bakterien ge- 
trennt  waren (Abb. 1). Damit  wurde ohne die Verwendung eines streng selek- 

TAB. 1 

Zahl der Acti- 
Substrat nomyeetenkolo- 

nien je Platte 

I + Erde 35,6 normal aufgelegt 
II + Erde 39,8 Membranfilter 
I + Erde 36,6 umgekehrt aufgelegt 

II + Erde 35,2 

I 25,4 
Plattenguß II 21,6 

tiven Substrats und ohne den Zusatz von Antibiotica eine Abtrennung der 
Actinomyceten von den übrigen 1Vfikroorganismen erreicht, so daß sich die 
Isolierung von den Oberflächenkolonien der bakterienfreien Seite leicht 
vornehmen ließ. Das unterschiedliche Auflegen der Filter hatte nach 13tägiger 
Bebrütung keinen Einfluß auf die Zahl der Actinomyceten (Tab. 1). Dagegen 
reicht eine kürzere Inkubat ion (6 Tage), wie sie in früheren Versuchen ange- 
wendet wurde ~, für einige Actinomyceten zum Durchdringen des Filters of- 
fenbar nicht aus. Hinsichtlich ihrer Eignung für das Actinomycetenwaehstum 
waren zwischen beiden Substraten keine Unterschiede festzustellen. Die Zu- 
gabe von Erde jedoch, die mit  der Anwendung von Membranfiltern möglich 
wurde, förderte des Actinomycetenwaehstum in beiden Substraten beträcht- 
lich und intensivierte gleichzeitig ihre Pigmentierung. Wenn 1Kembranfilter 
normal aufgelegt werden bilden Actinomyceten außerdem sehr bald Luftmy- 
cel, welches ihr Erkennen wesentlich erleichtert. Demzufolge genügt für die 
Auszählung solcher 1Kembranfilter auf Erdplat ten eine 6tägige Inkubation. 
Günstig ist außerdem das geringe Seitenwaehstum der Actinomyceten auf 
Membranfiltern, wodurch sie sich bei steigender Koloniendichte gegenseitig 
wenig in ihrer Elltwieklung hemmen. Demgegenüber wachsen Actinomyceten 
in Gußplatten um so langsamer, je mehr Kolonien sich in einer Platte befinden. 
Aus diesem Grunde und auch deshalb, weil sich die meisten Kolonien zunächst 
im Agar entwickeln, wird das Luftmycel später als auf Membranfiltern gebil- 
det, so daß Gußplatten für die Auswertung mindestens die doppelte Bebrü- 
tungszeit erfordern. 

S e l e k t i o n b a c t e r i o s t a t i s c h w i r k s a m e r  A c t i n o m y c e t e n .  Da bei der 
~embranfi l ter-Methode die Organismen an einer (Filter)oberfläche wach- 
sen, lassen sich, in Gegensatz zu Gußplatten, alle Kolonien gleichzeitig durch 
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A b s t e m p e l n  ü b e r t r a g e n .  Die feste Kons i s t enz  der  A c t i n o m y c e t e n  e rmögl i ch t  
das  A b s t e m p e l n  a u f  ve r sch iedene  Weise:  

1. Das  bewachsene  F i l t e r  wird  m i t  P i n z e t t e n  kurz  auf  ande re  N ä h r b ö d e n  auf-  
gelegt. 

2. Das  F i l t e r  wi rd  übe r  e inen  Zyl inder  gespann t ,  der  als S tempe l  d i en t  und  so 
das W u c h s m u s t e r  d u r c h  A b d r u c k  ü b e r i m p f t .  

3. Anste l le  des b e w a c h s e n e n  M e m b r a n f i l t e r s  l äß t  sich, n a c h  einer  in der  Li- 
t e r a t u r  be sch r i ebenen  M e t h o d e  a, S a m t  übe r  e inen S tempe l  ziehen. Der  
S a m t  wird  m i t  der  Ober f l äche  des Membran f i l t e r s  in B e r ü h r u n g  g e b r a c h t  
u n d  ansch l i eßend  d a s  a u f g e n o m m e n e  Mus te r  auf  ande re  N ä h r b ö d e n  über -  
t ragen .  

Das  A b s t e m p e l n  der  A c t i n o m y c e t e n  erfolgt  z u n ä c h s t  auf  e inen A c t i n o m y -  
ce t enaga r  d a n n  auf  e inen  B a k t e r i e n a g a r  u n d  schl ießl ich auf  e inen  Bak te r i en -  
agar,  dem T e s t b a k t e r i e n  zugese tz t  sind. Mi t  dem ster i len B a k t e r i e n a g a r  wi rd  
überp rü f t ,  ob  die F i l t e robe r f l äche  bak te r i en f r e i  war.  W e n n  im Ver lauf  der  
I n k u b a t i o n  u m  die w a c h s e n d e n  Kolon ien  H e m m z o n e n  s i c h t b a r  geworden  
sind, k a n n  die Auslese der  b a c t e r i o s t a t i s c h  w i r k s a m e n  A c t i n o m y c e t e n  erfol- 
gen. Sie s ind wahlweise  von  den  T e s t p l a t t e n  oder  den  auf  dem A c t i n o m y -  
ce t enaga r  w a c h s e n d e n  Kolon ien  zu isolieren. 

Su~~ary 
A technique is described to separate actinomycetes from other micro-orga- 

nisms  w i t h  m e m b r a n e  fi l ters oll soll p la tes .  A m e a s u r e d  q u a n t i t y  of soll dilu- 
t ion  was passed  t h r o ß g h  a m e m b r a n e  f i l ter  a n d  the  f i l ter  w i t h  t he  a d h e r i n g  or- 
ganisms  was p laced  ups ide  down on a m e d i u m  p r o v i d e d  w i th  soil. Af te r  an  in- 
c u b a t i o n  per iod  of two weeks all a c t i n o m y c e t e s  h a d  p e n e t r a t e d  t he  f i l ter  
deve lop ing  colonies on the  steri le surface, whereas  t he  o t h e r  o rgan i sms  were 
r e t a i n e d  b y  the  filter.  B y  th i s  p rocedure  t he  c o u n t i n g  and  isola t ion of ac t ino-  
myce tes  h a s  been  faci l i ta ted.  T he  select ion of bac t e r i o s t a t i c  ac t ive  fo rms  is 
p r ac t i cab l e  b y  s t a m p i n g  t he  c rowded  f i l ter  on  a m e d i u m  t h a t  con ta ins  t e s t  
bac ter ia .  
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